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1論文内容要旨
はじめに
 Photoradiationtherapy(以下PRTと略す)は1978年Doughertyらが臨床応用して以来日
 本でも行われ,その有用性が認められてきている。一方基礎的には,光励起による細胞障害のメ
 カニズムなどまだ不明の点が多く,現在多方面から多くの研究がなされている。しかし培養細胞
 を用いた研究は少なく,特に電顕による形態学的検討はほとんど行われていない。そこでまず色
 素として現在臨床で使用されているヘマトポルフィリン誘導体(以下HPO)を用い,PRTに
 よる殺細胞効果の判定,細胞内蛍光強度の測定,細胞内蛍光強度分布の測定,PRT後の超微形
 態の変化の観察を行い,PRTの作用機序を検討した。また新しい色素であるフェオフォーバイ
 ドa(以下Ppa)についても同様の実験を行い,効果および作用機序をHPOと比較検討した。
 1実験材料および方法
 使用した細胞は乳癌由来MCF-7,肺癌由来LKI-87など7種類のヒト培養株化癌細胞で
 ある。色素はHPD,ヘマトポルフィリンニ塩酸塩(以下HP・2HC1),Ppaの3種類を,光源
 はArレーザー光全波張出力を用いた。
 (11殺細胞効果の判定
 35㎜culturedishに培養した細胞を各濃度の色素溶液中で1時間incubateし,10mワ。冠の
 強度で30秒～5分間レーザー光を照身した後さらに1時間培養し・singlecellsuspensionと
 してトリパンブルーで染色し細胞数を算定した。また色素濃度を一定にし,レーザー光照射強度
 を変化させて同様の実験を行った。
 (2)細胞内蛍光強度の測定
 各細胞株を5,15,50μg/溜のHPD溶液中で1時間incubateし,singlecellsuspensionと
 してフローサイトメトリーにより細胞内蛍光強度を測定した。
 ③細胞内蛍光強度分布の測定
 1時間色素溶液中でincubateした細胞をsinglecellsuspensionとし,レーザー光励起蛍光
 顕微鏡を用いて細胞内蛍光強度分布を測定した。
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 {4)超微形態の変化の観察
 1時間色素を取り込ませた細胞に2分間レーザー光を照射し,30秒後から60分後まで経時的に
 固定して透過電顕により超微形態の変化を観察した。
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 豆結果および考察
 1・ヘマトポルフィリン誘導体(HPD)
 (11殺細胞効果
 各細胞株ともHPD濃度が高くなるほど,レーザー光照射時間が長くなるほど,また照射強
 度が強くなるほど生細胞数は減少し,殺細胞効果が明らかとなった。また同一条件下で各細胞
 株間の殺細胞効果が異なり,PRTに対する感受性に差があることが認められた。
 〔2〕細胞内蛍光強度
 各細胞株ともHPD濃度が高くなると細胞の大きさは変わらずに細胞からの蛍光強度が強く
 なる,即ち細胞内色素濃度は培地中の色素濃度に依存することが明らかとなった。また低濃度
 において,各細胞効果と蛍光強度の間に一応の相関が認められた。
 ③細胞内蛍光強度分布
 光励起された細胞内HPDからの蛍光強度は核の部分で弱く細胞質の部分で強いことが観察
 され,HPDは細胞質に多く存在していると考えられたガ
 (41超微形態の変化
 各細胞株において,時間的差はあれミトコンドリアの変形や破壊,リボゾームの脱落を伴う
 粗面小胞体の拡大,核周囲槽の拡大が主な所見として認められた。なかで最も早期に認められ
 たのはミトコンドリアの変化であり,HPDの場合はミトコンドリアが最初の細胞内標的小器
 官であると考えられた。
 2,ヘマトボルフィリンニ塩酸塩(HP・2HCぞ)
 HP・2HC召もHPDと同程度の殺細胞効果を有し,細胞内でもHPDと同じく細胞質に多く存
 在することが観察された。超微形態の変化もHPDとほぼ同様で,やはりミトコンドリアが最初
 の細胞内標的小器官であると考えられた。
 3.フェオフォーバイドa(Ppa)
 HPDと同様に色素濃度,レーザー光照射時間および照射強度に依存する殺細胞効果が得られ
 た。さらにこの効果はHPDやHP・2HCぞと比較して非常に強力であることが明らかとなった。
 細胞内ではHPDやHP・2HCぞに比べて細胞膜により近い部分に多く存在していると思われた
 が,障害部位はやはりミトコンドリアや粗面小胞体である所見が得られた。
まとめ
 各種培養癌細胞に対して3種類の色素およびArレーザー光を用いてPRTを行った。各細胞株
 において色素濃度,レーザー光照射時間,照射強度に依存する殺細胞効果が得られたが,細胞株
 によってPRTに対する感受性に差が認められた。また細胞の殺細胞効果は,照射条件が一定の
 場合は細胞内色素量に依存する乙とが明らかとなった。
 PRTによる標的小器官は,HPOやHP・2HCぞではミトコンドリアである所見が得られた。
 強力な殺細胞効果を有するPpaも,ミトコンドリアや粗面小胞体に作用すると考えられた。
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 審査結果の要旨
 光化学治療(以下PRT)は,腫瘍親和性を持つ光感受性物質を予め腫瘍に取り込ませ,そこ
 に光を照射して光化学反応をおこさせることにより,選択的に腫瘍細胞を障害しようという新し
 い悪性腫瘍の治療法で現在世界的に注目を集め臨床応用され始めている。
 一方PRTの基礎的分野においても各方面から多くの研究がなされているが,光や色素を対象
 としたものが多く,細胞レベルでのPRTの効果,影響を検討したものは少ない。色素の細胞内
 局在や細胞内障害部位もまだ不明であり,これらはPRTの作用機序解明のためぜひとも明らか
 にしなければならない。また現在PRTは組織型に関わりなく施行されそれぞれにかなりの成績
 が報告されているが,今後さらに適応を拡げるためには各組織型におけるPRTの効果を検討し
 ておくことが必要である。
 本研究は以上の観点から,各種培養株化癌細胞に対し,現在臨床で使用されている色素である
 ヘマトポルフィリン誘導体(以下HPD)をArレーザー光を用いてPRTを行い,殺細胞効果
 の検討,およびこれまではほとんど行われていなかった透過電顕を用いた細胞内障害部位の観察
 を行ったものである。
 対象として肺癌,乳癌,食道癌,肝芽腫,バーキットリンパ腫,および神経芽腫由来2株の計
 7種の培養細胞株を用いている。その結果各培養株において,レーザー光照射時間,照射強度色
 素濃度に依存して生細胞数が減少し,殺細胞効果が明らかで,PRTは組織型に関わらず有効で
 あるが各細胞株間で感受性に差のあることを認めている。この感受性の差は照射条件が一定の場
 合細胞内色素濃度に依存することを明らかにしている。さらにHPDは細胞質内に多く依存し,
 光励起によってまずミトコンドリアが障害され,ヘマトポルフィリンニ塩酸塩を用いた場合も同
 様にミトコンドリアが障害されることを認めている。次に光化学的にPRTに応用できる有望な
 色素と考えられているフェオフォーバイドa(以下Ppa)についても同様の実験を行い,Ppaは
 非常に強力な殺細胞効果を有し,やはりミトコンドリアや粗面小胞体を障害する所見を得ている。
 同一条件下で7種類の培養細胞を用いてPRTの効果を比較検討した報告は他になく,この実
 験結果は今後のPRTの適応拡大に寄与するものと思われる。また超徴形態的に細胞内障害部位
 を明らかにしたことはPRTの作用機序解明に大きく貢献集るものであり,学位授与に値するも
 のと認める。
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